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ABSTRAKT 
Tato bakalářská práce je zaměřena na negativní vliv fosforečnanů v přírodních vodách 
a na jejich metody stanovení. V první části práce je charakterizován negativní vliv na přírodní 
vody a jsou charakterizovány problémy spojené s eutrofizací, rozvojem sinic a řas a z nich 
plynoucí možná zdravotní rizika. 
V druhé části jsou uvedeny metody, kterými lze fosforečnany stanovovat. Práce 
vyzdvihuje zejména spektrofotometrické metody, jako jsou metody s kyselinou 
molybdátofosforečnou, vanadátomolybdátofosforečnou, wolframátofosforečnou a dále 
s fosfomolybdenovou modří a s některými bazickými barvivy typu rhodamin B, rhodamin 6G, 
malachitová zeleň a krystalová violeť. Jsou zmíněny i méně používané, ale poměrně citlivé 
metody jako jsou AAS, AES, LC-ICP-MS a dále to jsou  chromatografické, elektrochemické 
a enzymatickcé metody. 
V neposlední řadě práce zmiňuje možnost použití automatických technik, jako je FIA 
nebo CFA, které jsou vhodné pro rutinní a časté stanovení, využívající často 
spektrofotometrické metody, ale nejen ty. 
 
 
ABSTRACT 
This bachelor thesis is focused on the negative effects of phosphates in natural waters 
and their methods of determination. The first part is characterized by a negative impact 
on natural water and there are characterized the problems associated with eutrophication, 
development of cyanobacteria and algae and the resulting potential health risks.
The second section describes the methods by which phosphates can be determined. 
The work highlights the particular spectrophotometric methods such as molybdophosphoric 
acid, vanadomolybdophosphoric acid, wolframophosphoric acid, phosphomolybdenum blue 
and methods with some basic dyes such as rhodamine B, rhodamine 6G, malachite green 
and crystal violet. There are also mentioned methods, which are used less frequently, but they 
are relatively sensitive, such as AAS, AES, LC-ICP-MS and next such as chromatographic, 
electrochemical and enzymatic methods. 
Finally, work mentions the possibility of using automatic techniques such as FIA or CFA, 
which are suitable for routine and frequent determination, often using the spectrophotometric 
methods, but not only these.
 
 
 
KLÍČOVÁ SLOVA 
Fosforečnany, eutrofizace, sinice, řasy, stanovení fosforečnanů ve vodách, 
spektrofotometrické metody. 
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spectrophotometric methods.
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1 ÚVOD 
Koncentrace fosforečnanů ve vodách je důležitým ukazatelem stavu životního prostředí. 
Nadměrné množství fosforečnanů může způsobovat různé ekologické problémy, popřípadě 
může nepřímo vést k různým zdravotním rizikům pro zvířata a člověka. 
V této bakalářské práci je shrnut negativní vliv fosforečnanů pro vodní prostředí a je zde 
uvedeno teoretické shrnutí analytických metod vhodných k jejich stanovení. Větší pozornost 
je zde zaměřena na spektrofotometrické metody, zejména metody s kyselinou 
molybdátofosforečnou, vanadátomolybdátofosforečnou a metody s bazickými barvivy typu 
rhodamin B, rhodamin 6G, malachitová zeleň a krystalová violeť. Dále jsou zde zmíněny 
ostatní metody, jako jsou atomová absorpční spektrometrie, atomová emisní spektrometrie, 
hmotnostní spektrometrie, chromatografické metody, enzymatické a elektrochemické metody. 
Nakonec je zmíněna i průtoková analýza, která využívá výše zmíněných metod a dovoluje 
automatizaci procesu stanovení pro běžnou praxi. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Fosfor a jeho vlastnosti 
2.1.1 Přirozený výskyt a oxidační stavy fosforu 
Fosfor patří mezi nekovy a v zemské kůře je zastoupen přibližně 0,1 %. Co do četnosti 
mezi ostatními prvky je na 12. místě. V důsledku vysoké reaktivity tohoto prvku nikdy 
nenajdeme fosfor v přírodě jako elementární. Nejčastější a nejvýznamnější skupinou minerálů 
obsahující fosfor jsou apatity, které jsou i zároveň průmyslově významné. Mezi běžně 
se vyskytující apatity patří fluoroapatit Ca5(PO4)3F, chloroapatit Ca5(PO4)3Cl a hydroxyapatit 
Ca5(PO4)3OH. 
Fosfor tvoří řadu sloučenin, z nichž nejvýznamnější jsou fosforečnany, jelikož jsou 
nezbytné pro životní procesy u rostlin a živočichů. V organismech se fosfor nachází v kostech 
ve formě fosforečnanu vápenatého a dále ve formě esterů kyseliny fosforečné jako stavební 
jednotky nukleových kyselin a jako součást fosfolipidových membrán buněk.  
Protože fosfor neexistuje jako elementární, připravuje se tato forma uměle. Mezi tyto 
formy patří červený, bílý a černý fosfor. Bílý fosfor je používán jako výchozí surovina 
pro výrobu kyseliny fosforečné a fosfátů, v menší míře pro výrobu určitých slitin. Červený 
fosfor se používá mimo jiné pro výrobu fosfidů a dalších sloučenin s fosforem, které mají svůj 
význam v anorganické a organické syntéze. 
Fosfor se díky jeho poloze v periodické tabulce prvků a jeho elektronové konfiguraci 
vyznačuje převládajícími oxidačními stavy III a V, ale je možný i stav v oxidačních číslech 
−III a IV. [1, 2] 
2.1.2 Sloučeniny fosforu 
Fosfor tvoří stabilní sloučeniny s téměř každým prvkem periodické soustavy prvků. Pokud 
fosfor tvoří binární sloučeniny s kovy, pak jde o fosfidy. S vodíkem fosfor tvoří hydridy, 
kde nejstabilnější sloučeninou je fosfan PH3. Od něho byla odvozena řada derivátů.  
Se sedmou skupinou periodické tabulky tvoří fosfor halogenidy, konkrétně tři řady 
halogenidů, dále pak existují i smíšené halogenidy nebo další halogenidy sloučenin fosforu.  
Mezi nejdůležitější sloučeniny patří oxidy a sulfidy fosforu. Je známo pět oxidů 
souhrnného vzorce P4O6+n, kde n = 0 až 4.  
Se sírou tvoří fosfor řadu sulfidů, jejichž struktura je odvozena od tetraedrického 
uspořádání fosforu P4.  
Další neméně důležitou skupinou sloučenin jsou oxokyseliny, které jsou mnohem četnější 
než u kteréhokoliv jiného prvku, snad jen s výjimkou Si. Mezi tyto kyseliny patří kyselina 
fosforná (dihydrido-dioxofosforečná), fosforitá, tetrahydrogendifosforičitá, fosforečná a další. 
Orthofosforečnany, které jsou odvozené od kyseliny fosforečné, mají velmi rozmanité 
použití v domácnosti i průmyslu a mají velký dopad na každodenní život.  
Další z jedněch mnoha významných sloučenin patří sloučeniny fosforu s dusíkem, 
od kterých je odvozena řada kyselin a solí jako jsou například cyklofosfazany, fosfazeny, 
polyfosfazeny a další. 
Jako poslední lze zmínit různé sloučeniny fosforu s uhlíkem, které lze řadit již mezi 
organické látky, nazývané pro jejich vazbu P-C organofosforečné sloučeniny. Mnoho těchto 
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sloučenin je vysoce nebezpečných a smrtelně jedovatých. Jejich použití bylo využíváno 
v herbicidních a pesticidních přípravcích, či jako bojové látky. [1] 
2.2 Fosforečnany ve vodách 
2.2.1  Formy výskytu fosforečnanů ve vodách 
Fosfor se vyskytuje ve vodách v několika formách. Dělí se na rozpuštěný a nerozpuštěný. 
Toto základní dělení se dá dále rozdělit na fosfor organicky a anorganicky vázaný. 
Rozpuštěný anorganicky vázaný fosfor je pak ve vodě nacházen zejména ve formě 
orthofosforečnanů a polyfosforečnanů. V menší míře pak to jsou formy 
jako organofosforečnanový fosfor nebo málo rozpustné formy fosforu. [1, 3] 
2.2.1.1 Orthofosforečnany 
 Orthofosforečnany se vyskytují v několika formách, a to jak v jednoduchých, 
komplexních, iontových či neiontových.  
Jsou to: [ ] [ ] [ ]+−−− 404042422434 FeHPO,MgHPO,CaHPO,POH,HPO,PO a jiné. U pH 
přírodních vod  se nejčastěji orthofosforečnany vyskytují jako  a ,  forma 
se uplatňuje až při pH vyšším jak 12. [3] 
−2
42POH
−
4HPO
−3
4PO
 
Obrázek 1: Distribuční diagram kyseliny fosforečné a jejich iontových forem v závislosti  
na pH (T=25 °C, I=0) [3]. 
2.2.1.2 Polyfosforečnany 
Polyfosforečnany se vyskytují ve vodách nejčastěji jako difosforečnany a trifosforečnany 
v jednoduchých nebo komplexních formách. Polyfosforečnany se vyskytují ve dvou 
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základních modifikacích a to jako řetězovité polyfosforečnany a cyklo-polyfosforečnany. 
Řetězovité polyfosforečnany jsou odvozeny od kyseliny difosforečné a trifosforečné. Tvoří 
řetězové struktury, které mohou obsahovat až 90 atomů fosforu v molekule.  
Cyklo-polyfosforečnany tvoří kruhové uspořádání molekuly. Jejich obecný vzorec je (HPO3)n, 
kde nejčastěji je n = 3 až 8, ale existují i větší cykly. [1, 3] 
2.2.1.3 Ostatní formy fosforu 
Sem patří zejména málo rozpustné fosforečnany kovů. Ovlivňují zbytkové koncentrace 
fosforu a také se používají pro odstranění některých kovů nebo pro odstranění samotných 
fosforečnanů. Málo rozpustné fosforečnany tvoří Ca, Mg, Fe a Al. Nelze však přesně 
definovat jejich stechiometrická složení, protože často při srážení dochází ještě k sorpčním 
procesům. Záleží často na pH vody a poměru příslušného iontu kovu a fosforu. 
Z organicky vázaného fosforu lze uvést různé herbicidy, pesticidy nebo fosfor vázaný 
v tkáních živočichů či rostlin. [3] 
2.2.2 Koloběh fosforu v přírodě 
Protože fosfor patří mezi nekovy důležité pro život (H, C, N, O a S), je obsažen ve všech 
živých organismech. Fosfor se však od ostatních biogenních nekovů liší tím, že netvoří těkavé 
sloučeniny a koloběh fosforu je tak omezen jen na půdní a vodní prostředí.  
V půdách bývají fosforečnany obsaženy v málo rozpustných vápenatých, železitých 
a hlinitých solích. Proto bývá přirozeně obsah fosforečnanů v půdě nízký a stálý. Aby mohly 
rostliny přijímat fosfor, je nutné uvolnění  iontu, navíc rostlina takto uvolněný fosfor 
spotřebovává velmi rychle. Proto se v technologicky vyspělých zemích veškerý těžený fosfát 
využívá až ze 75 % pro výrobu hnojiv, v ostatních zemědělsky orientovaných zemích tomu 
může být až z 90 %.  
−
42POH
Koloběh fosforu na souši je spojen s koloběhem fosforu ve vodě dešťovými srážkami, 
řekami a kanály. Svoji roli tu hraje přírodní vymývání fosforečnanů do vod, ale antropogenní 
příspěvek bývá mnohem větší. Hlavní zdroje fosforečnanů bývají detergenty, lidské 
exkrementy a průmyslové odpadní vody. Koloběh fosforu je ve vodním systému nejrychlejší. 
Sinice jsou prvními členy potravního řetězce, které spotřebovávají rozpuštěný fosfor  
a to často velmi rychle. Přispívá k tomu hlavně intenzita slunečního svitu, která ovlivňuje 
rychlost fotosyntézy. [1, 4] 
2.2.3 Eutrofizace 
Eutrofizace znamená proces zvyšování obsahu minerálních živin (nutrientů) ve vodách, 
zejména sloučenin fosforu a dusíku. Následkem zvýšeného obsahu těchto látek pak dochází 
k vyššímu rozvoji fotosyntetizujících organismů, zejména sinic a řas, které jsou označovány 
jako primární producenti. Následkem tohoto růstu producentů je primární produkce biomasy, 
která často bývá prekurzorem sekundární produkce biomasy těl konzumentů. Tímto narůstá 
koncentrace organických látek, dochází k rozkolísání koncentrace kyslíku, kdy může dojít 
až k úplnému vyčerpání kyslíku z vody. Následkem je zhoršení organoleptických vlastností 
vody a mohou se tvořit i toxické organické látky. Navíc je zřejmé, že přísun živin, zejména 
dusíku a fosforu, závisí na ročním období a na procesu eutrofizace se dále výrazně podílí 
teplotní stratifikace vodního sloupce a vliv slunečního záření. Proto v důsledku letní 
maximální produkce biomasy a jejího následného rozkladu dochází v měsících říjnu 
a listopadu k poklesu rozpuštěného kyslíku na minimální hodnoty. 
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Eutrofizace se dělí na přirozenou, která je způsobena přítomností fosforu a dusíku 
ze sedimentů dna, rozkladem odumřelých těl živočichů ve vodě či původem sloučenin dusíku 
a fosforu z půdy, a na antropogenní, nazývanou též jako indukovaná, která je výsledkem 
činnosti člověka. Je to zejména používání průmyslových hnojiv, pracích prostředků, 
detergentů s polyfosfáty a vypouštění odpadních vod s vysokým obsahem fosforu. 
Koncentrace celkového fosforu pro označení eutrofní vody nejsou nijak sjednoceny a tyto 
hodnoty se liší stát od státu. Například v severní Evropě je toto kritérium přísnější, kde je 
eutrofie charakterizována koncentrací 35 μg·l-1 celkového fosforu, naproti tomu v jižní Evropě 
je toto kritérium zpravidla měkčí, například Itálie má tuto hodnotu při 100 μg·l-1 celkového 
fosforu. 
V České republice jsou dány imisní standardy ukazatelů přípustného znečištění 
povrchových vod, kde obecný požadavek pro tyto vody je 0,20 mg·l-1 celkového fosforu. Dále 
jsou specifikovány různé požadavky pro užívání vod, například koncentrace celkového 
fosforu pro vody určené pro chov lososových ryb by neměly překročit hodnotu 0,07 mg·l-l. 
U povrchových vod, které jsou využívány pro rekreaci a koupání je stanovena hodnota 
0,05 mg·l-1, pro vodárenské účely hodnota 0,1 mg·l-1. Dále jsou stanoveny přípustné emisní 
standardy městských, průmyslových a zemědělských odpadních vod [2]. U pitné vody (kromě 
balené) koncentrace fosforu není přímo nijak omezena, ale stanoví se zde určité toxiny a látky 
produkované sinicemi nebo řasami. [3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10] 
2.2.4 Typizace vod podle trofie  
Koloběh fosforu určuje trofii dané vody. Dle celkového množství fosforu se vody dělí 
na oligotrofní, mezotrofní a eutrofní, popřípadě na hypertrofní. Rozdělení jednotlivých vod 
podle obsahu dusíku a fosforu ukazuje Tabulka 1.  
 
Tabulka 1: Charakterizace vod dle trofie, upraveno [11]. 
 
Typ vody Trofický stav Celkový dusík (μg·l-1) 
Celkový fosfor 
(μg·l-1) 
Oligotrofní < 350 < 10 
Mesotrofní 350-650 10-30 
Eutrofní 650-1200 30-100 
Stojatá 
Hypertrofní > 1200 > 100 
Oligotrofní < 700 < 25 
Mesotrofní 700-1500 25 -75 Tekoucí 
Eutrofní >1500 >75 
Oligotrofní < 260 < 10 
Mesotrofní 260-350 10-30 
Eutrofní 350-400 30-40 
Mořská 
Hypertrofní > 400 > 40 
 
Mimo tyto 4 základní trofické stavy vod jsou ještě uváděny navíc stavy jako  
ultra-oligotrofní, oligo-mesotrofní, meso-eutrofní, eu-polytrofní a polytrofní [5]. Často 
se však všechny tyto stupně redukují jen na oligotrofní a eutrofní. 
Oligotrofní vody se vyznačují chudou biocenózou, fytoplankton bývá přizpůsoben 
na nízké koncentrace a dostupnost fosforu. V období letní stagnace oligotrofních nádrží 
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se fosforečnany vyskytují v epilimniu a hypolimniu jako organicky vázané. V hypolimniu 
přechází na formu fosforečnanu železitého. 
U eutrofních nádrží v důsledku častého kyslíkového deficitu dochází v hypolimniu 
k redukci nerozpustné formy trojmocného železa na rozpustnou dvojmocnou formu. Dále 
dochází ke vzniku sulfidů železa a vzniku černého zapáchajícího bahna. [1, 4, 5, 11] 
 
Obrázek 2: Koloběh fosforu v přírodní nádrži [4]. 
2.3 Důsledky znečištění povrchových vod fosforem 
Znečištění vod fosforem ještě nemusí znamenat automatický masový rozvoj sinic a řas. 
Přítomnost rozpuštěného fosforu je sice důležitou podmínkou pro jejich rozvoj, ale ne 
jedinou. Mimo další nutrienty jsou důležité i fyzikální podmínky jako teplota, světlo, dále pak 
netoxické, hydrologické, hydrochemické, hydrobiologické a jiné podmínky. Proto například 
budou jiné podmínky pro jejich rozvoj v tekoucích nebo naopak ve stojatých vodách, což je 
patrné i z Tabulky 1 při charakterizaci trofie u jednotlivých typů vod. [5, 11]  
2.3.1 Vegetační zákal 
Vegetační zákal nebo i jinak vegetační zbarvení vody je způsobeno rozvojem drobných 
planktonních řas nebo rozsivek, vytvářející opticky homogenní suspenzi. Projevuje 
se značným snížením průhlednosti vody, což má zejména za následek provozní komplikace 
provázející využívání vody jako zdroje pro zásobování obyvatelstva pitnou vodou. Vegetační 
zákal se vyskytuje hlavně u vod, které jsou mělké, často rybničního typu a vykazují eutrofní 
charakter. Často je zákal typický pro jarní období, ale může přetrvávat i po celé vegetační 
období a to v případě, že fytoplankton není zařazen do potravního řetězce. Pokud však 
v těchto vodách existuje spotřeba fytoplanktonu například zooplanktonem, postupem času je 
tento fytoplankton spotřebováván, posunuje se velikostní spektrum směrem ke koloniálním 
a vláknitým řasám, čímž se snižuje biomasa, ale i biodiverzita a může se tím zvýšit 
průhlednost vody. [5] 
2.3.2 Vodní květ  
Pojem vodní květ je již charakterizován zastoupením větších koloniálních či vláknitých 
sinic. Typické pro toto uspořádání je, že se již nenachází rozptýleně ve vodním sloupci, 
jako je to u organismů způsobující zákal, ale převážně u vodní hladiny, jelikož tyto sinice 
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obsahují plynové měchýřky. Nástup vodního květu je prakticky omezen na letní období. Růst 
koloniálních a vláknitých sinic je pomalejší než u planktonních řas, ale zase oproti nim mají 
výhodu, že nemají téměř žádné konzumenty a díky tomu, že se nacházejí na vodní hladině, 
jsou schopny asimilovat další důležitý nutriční prvek, čímž je vzdušný dusík. Vodní květ 
oproti vegetačnímu zákalu má navíc další negativní dopady a to hlavně v potencionální 
produkci toxinů. [4, 5] 
 
 
 
Obrázek 3: Vodní květ na nádrži Orlík [12]. 
2.4 Toxiny sinic a řas 
2.4.1 Cyanotoxiny 
Cyanotoxiny, endotoxiny sinic, jsou produktem sekundárního metabolismu, který není 
z buňky sinic do okolí aktivně transportován. Proto se cyanotoxiny dostávají do prostředí 
až při poškození buňky sinic, rozkladem bakteriemi nebo použitím algicidních preparátů. 
Proto jejich největší negativní vliv lze zaznamenat na konci vegetačního období. Dle metod 
detekce se dělí cyanotoxiny na cytotoxiny a na biotoxiny. [4] 
2.4.1.1 Biotoxiny 
Mezi biotoxiny můžeme zařadit neurotoxiny, hepatotoxiny, genotoxiny, imunotoxiny, 
mutageny, karcinogeny nebo toxiny podporující nádorové bujení. 
Neurotoxiny způsobují blokaci sodíkových kanálků membrán svalových buňěk, 
depolarizaci a blokují cholinesterázy, čímž způsobují svalové křeče. Příkladem těchto látek 
jsou anatoxin nebo aphanotoxin, což jsou látky alkaloidní povahy. U aphanotoxinu byla 
zjištěna LD50, která činila 10 μg·kg-1, u anatoxinu byla LD50 20 μg·kg-1. Tyto látky jsou 
termolabilní a při teplotě nad 40 °C nastává jejich destrukce. Produkce neurotoxinů byla 
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pozorována u sinic rodu Anabaena, Aphanizomenon, Oscillatoria, Microcystis 
nebo Planktothrix. Nejznámějším toxinem je však mikrocystin produkovaný sinicí 
Microcystis aeruginosa. Tento toxin působí zejména na centrální nervový systém. 
Experimentálně stanovená LD50 u laboratorních myší byla stanovena na 0,466 mg·kg-1 živé 
váhy. 
Hepatotoxiny poškozují játra teplokrevných živočichů změnou jejich funkce a struktury. 
Tyto látky jsou cyklické peptidy a inhibují proteinfosforylázyu. Mezi tyto látky jsou řazeny 
microviridin, microcystin, nodularin nebo cylindrospermosin. Narozdíl od neurotoxinů jsou 
hepatotoxiny termostabilní látky. Sinice produkující tyto toxiny jsou rodu Mycrocystis, 
Anabaena, Nodularia, Planktothrix, Oscillatoria, Nostoc, Aphanizomenon a Gloetrichia. 
Sinice mohou produkovat mimo jiné i embryotoxiny, kdy těhotné ženy vystavené 
působení těchto látek mohou potratit nebo u nich může dojít k degeneraci plodu, jako je 
porucha vývoje, porucha růstu, vznik nekróz nebo poškození metabolismu plodu. 
Dalšími nebezpečnými biotoxiny sinic jsou mutageny a imunosupresory, 
jejichž působením nedochází k okamžitému toxickému účinku. Účinek se projevuje  
až po několika letech působení těchto látek na organismus, což může nastat například 
používáním povrchové pitné vody kontaminované těmito látkami. Tím dochází ke 
vzniku chronické toxicity, která snižuje odolnost imunitního systému, narušuje DNA nebo 
poškozuje buněčný aparát dohlížející na rovnoměrné rozložení genu. Bylo zjištěno, že tyto 
látky mohou indukovat vznik Dawnova syndromu u vyvíjejícího se plodu. [4, 5] 
2.4.1.2 Cytotoxiny 
Látky cytotoxického charakteru vykazují širokou aktivitu proti bakteriím, houbám, řasám, 
prvokům a savčím kulturám. Některé látky, jako je tubercidin, u kterého byla zjištěna 
protinádorová aktivita, jsou pro jejich cytotoxické a cytostatické účinky produkovány  
jako farmaka. [4] 
2.5 Problémy spojené s vodním květem 
Zdravotní riziko pro člověka při kontaktu se sinicemi je zřejmé z uvedených účinků jejich 
jednotlivých skupin endotoxinů. Typické zdravotní problémy po kontaktu s vodou obsahující 
vodní květ jsou u lidí lokální alergické vyrážky, alergické reakce a gastrointestinální poruchy.  
Toxiny působí negativně nejen na člověka, ale i na divoká nebo hospodářská zvířata. Byly 
popsány případy úhynu dobytka, který se napájel z vodních nádrží postižených vodním 
květem nebo úhyny chovaných ryb. Ale častěji jsou dávky těchto toxinů například pro ryby 
podprahové, ale za to dochází k větší akumulaci v jejich tkáních. Tím se mohou takto 
kontaminované ryby a jiní vodní živočichové, kteří jsou dalším článkem v potravním řetězci, 
stát dalším rizikem spojeným s vodním květem. Pro ryby samotné je riziko eutrofizace spíše 
spojené s poklesem koncentrace kyslíku a pH ve vodě, než-li s přímými účinky toxinů sinic. 
Mimo toxinů, sinice produkují další látky, které mohou způsobit zhoršení organoleptických 
vlastností vody. S tím souvisí snížení jakosti vody a zvýšení nákladů na její úpravu. 
S vodním květem jsou spjata různá ekologická rizika. Nejčastějšími ekologickými projevy 
mohou být náhlé úhyny vodních bezobratlých i obratlovců v důsledku vyčerpání rozpuštěného 
kyslíku, ubývání makrofyt, změny složení zooplanktonu a společenstev ryb, rozvoj 
hnilobných bakterií doprovázený rozvojem nebezpečných patogenů (Clostridium botulinum) 
a zejména pak celková likvidace přirozené biodiverzity. [4, 5, 13] 
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2.5.1 Typy vstupů znečišťujících zdrojů 
2.5.1.1 Difúzní (rozptýlené) zdroje 
Rozptýlené zdroje se mohou chápat jako zdroje, které se nachází nad zkoumanou nádrží. 
Jde o znečištění atmosférickým spadem, geologickým podložím, z roztroušených sídel, 
zemědělství atd. Největší zásluhu má na tomto neschopnost krajiny zadržet vodu (a tím 
i živiny) v povodí nad nádrží. Difúzní zdroje jsou rozptýlené na velké ploše v malých 
koncentracích a technologie pro jejich kontrolu jsou náročnější. [5] 
2.5.1.2 Bodové zdroje  
Jedná se hlavně o zdroje z komunálních odpadů nebo typické zdroje z čistíren odpadních 
vod. Bodové zdroje jsou ve srovnání s difúzními zdroji lépe podchytitelné, existují dostupné 
technologie a jsou finančně hodnotitelné. [5] 
2.5.1.3 Vnitřní zdroje  
Jedná se o zdroje, které jsou součástí ekosystému dané nádrže. Organismy v ní žijící 
během roku střídavě přijímají a uvolňují živiny. Například u makrofyt je množství 
uvolněných živin v zimě a na podzim vyšší než oproti hlavní vegetační době. Dalším 
významným zdrojem v některých nádržích může být rekreace, sportovní rybolov 
nebo samotný chov ryb, kde návnady a krmení ryb může způsobovat významné zatížení. [5] 
2.5.2 Některé antropogenní zdroje fosforečnanů ve vodách 
Fosforečnany jsou používány každodenně v domácnostech i v průmyslu. Zejména  
v domácnostech se používá Na3PO4 jako součást pracích prášků, kdy se při rozpouštění tvoří 
alkalický roztok. Další běžně používané sloučeniny mohou být uvedeny Na2HPO4  
jako součást tlumivých roztoků, NaH2PO4 používaný v šumivých projímavých tabletách 
či při úpravě pH kotelní vody. V zemědělském průmyslu jsou používány sloučeniny 
(NH4)2HPO4 a NH4H2PO4 jako speciální hnojiva a živiny do fermentačních půd. Dále jsou 
používány jako samozhášecí přísady pro materiály z celulózy či jako jednorázové ochranné 
prostředky. Fosoforečnany vápenaté jsou používány opět v zemědělství jako hnojiva, zejména 
pak superfosfát, v potravinářství pro zlepšení sypkých vlastností směsí, v domácnostech  
jako součásti prášků na pečení.   
Použití polyfosforečnanů má velký význam při výrobě syntetických detergentů, přísad 
do pudinků či opět jako kypřících prášků či jako přídavek do zubních past. 
V neposlední řadě jsou fosforečnany obsaženy ve všech živých organismech, ať už to jsou 
estery fosforečné kyseliny obsažené ve formě adenosintrifosfátu, který hraje významnou roli 
v mnoha životních procesech, nebo CaOH(PO4)3 který je součástí kostní a zubní tkáně 
obratlovců. 
Tyto všechny a ostatní látky se dostávají do půd a odtud do vodního prostředí  
nebo se mohou dostávat přímo do vodních prostředí vypouštěním odpadních a splaškových 
vod, různými haváriemi a průsaky. [14] 
2.6 Stanovení fosforečnanů ve vodách 
Přítomnost rozpuštěných fosforečnanů ve vodách není přímo nebezpečná. S množstvím 
fosforečnanů však souvisí stupeň eutrofizace, který již s sebou nese svá zdravotní i jiná rizika. 
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Proto se sledují koncentrace celkového fosforu v odpadních vodách průmyslu, zemědělství 
a v odtocích z čistíren odpadních vod. Stanovovaný celkový fosfor se skládá z rozpuštěné 
a nerozpuštěné formy. Nerozpuštěná forma se u pitných vod odděluje na filtru o průměrech 
pórů 0,45 μm. U odpadních vod se celkový fosfor stanovuje z nefiltrovaného vzorku. 
Rozpuštěná forma fosforu se dále dělí na fosfor vázaný organicky a na fosfor vázaný 
anorganicky. 
Principem stanovení celkového fosforu je převedení jednotlivých forem fosforu ve vzorku 
na orthofosforečnany. Polyfosforečnany se převádějí hydrolýzou v kyselém prostředí 
při pH = 1 a dobou hydrolýzy 30 minut, pro objektivní posouzení podmínek při stanovení. 
Organicky vázaný fosfor je také nutné převést na orthofosforečnany. Je několik způsobů 
jako je oxidace peroxodisíranem, který není vhodný pro vyšší koncentrace organických látek, 
protože by již nedošlo k úplné oxidaci všech organických látek obsahujících fosfor. Dále lze 
použít mineralizaci kyselinou dusičnou, směs kyseliny dusičné a kyseliny chloristé 
nebo kyseliny sírové. 
Při stanovení jen rozpuštěných orthofosforečnanů někdy dochází, například při stanovení 
metodou s kyselinou molybdátofosforečnou, k hydrolýze labilně vázaných forem fosforu, 
ať už vázaných organicky či anorganicky. Proto se pro tento případ hovoří o tzv. rozpuštěném 
reaktivním fosforu. [3,15] 
2.6.1 Vyjadřování množství obsaženého fosforu ve vzorku 
Hmotnostní koncentrace sloučenin fosforu se obvykle udávají ve formě prvku P, v iontové 
formě jako je  respektive  se nevyjadřuje. Nejsprávnější vyjádření je v látkových 
koncentracích, kde platí , že 1 mol P = 1 mol PO
−3
4PO
−2
4HPO
4 = 1 mol HPO4, protože pak nejsou potřebné 
různé přepočty a koncentrační údaj je tak stále stejný. Převahuje však vyjádření 
v hmotnostních koncentracích. [3]  
2.6.2 Analytické metody vhodné pro stanovení orthofosforečnanů  
Pro stanovení fosforečnanů ve vodách jsou nejvýznamnější spektrofotometrické metody. Je 
to zejména absorpční spektrofotometrie, méně již atomová absorpční spektrofotometrie, 
atomová emisní spektrofotometrie. Z méně používaných to jsou chromatografické, 
enzymatické nebo elektrochemické metody. Pro rychlejší a snadnější rutinní stanovování je 
nejvýhodnější použití automatických metod, využívající  zejména spektrofotometrických, 
ale i jiných metod. 
2.7 Spektrofotometrické metody  
Pro stanovení fosforu fotometricky je nutné převedení na orthofosforečnany, 
které se nejčastěji stanovují po reakci s molybdenanem, popřípadě reakcí orthofosforečnanu 
s molybdenanem a vanadičnanem v prostředí minerální kyseliny, kdy vznikají žlutě zbarvené 
heteropolykyseliny, které jsou vhodné k měření, protože již absorbují záření z UV a VIS 
oblasti. Dále je možné molybdátofosforečnou kyselinu redukovat různými činidly 
na fosfomolybdenovou modř. 
Existuje mnoho modifikací těchto metod, kde jsou mimo jiné významná stanovení 
s bazickými barvivy jako jsou malachitová zeleň, rhodamin B, rhodamin 6G nebo krystalová 
violeť a další. Tato barviva tvoří s kyselinou molybdátofosforečnou v kyselém prostředí 
iontové asociáty, které jsou vhodné k měření. [14] 
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2.7.1 Stanovení jako molybdátofosforečná kyselina  
Principem této metody je reakce orthofosforečnanů  s molybdenanem  
v kyselém prostředí za vzniku žluté molybdátofosforečné kyseliny H
−3
4PO
−2
4MoO
3PO4(MoO3)12, která je 
vhodná k fotometrickému měření. Optimální koncentrace činidel je 0,04 mol·l-1  
 a 0,25 mol·l−24MoO
-1  kyseliny a v rozmezí pH 5 až 9. Maximum absorpce 
molybdátofosforečné kyseliny je při 310 nm, kdy se měří v rozmezí 310 až 430 nm. 
 
Obrázek 4: Křivka absorbance pro stanovení fosforečnanů jako kyselina 
molybdátofosforečná.[16] 
 
U tohoto stanovení ruší řada prvků, jejichž druh závisí také na použitém extrakčním 
činidle. Například při použití isobutanolu v chloroformu ruší prvky AuIII, Bi, CrIV, ThIV, UVI, 
ZrIV, , , Pb a . Navíc při použití tohoto extrakčního činidla lze dosáhnout 
oddělení od Si
−
2NO
−SCN −232OS
IV, který spolu s AsV, GeV ruší nejvíce, protože tvoří s molybdenanem podobné 
heteropolykyseliny jako fosforečnany. Lze použít i jiná extrakční činidla jako je 1-butylacetát 
nebo směs butanolu s ethylacetátem. 
Citlivost stanovení přímo vodného roztoku, která je 1 μg·ml-1, je nižší než stanovení 
z organické fáze. Pro zlepšení citlivosti se buď používá přítomnost acetonu, kdy se citlivost 
zvýší na 0,077 μg·ml-1 v reakční směsi nebo častěji se využívá extrakce do kyslíkatého 
organického rozpouštědla, jako jsou alifatické alkoholy, estery, ethery a jejich směsi. 
Isobutanol extrahuje kvantitativně, kdy za použití isobutanolu v chloroformu bylo možno 
stanovit množství celkového fosforu v koncentraci 0,06 až 1,8 μg·ml-1 [14].  
Využití této metody je hlavně při stanovení fosforu ve vodách, další využití byla popsána 
například při analýze rud, organofosfátů, neželezných slitin, benzínu a biologického 
materiálu. Vznik molybdátofosforečné kyseliny je základní reakcí, z které vychází mnohem 
více v praxi používaná metoda s fosfomolybdenovou modří, kdy tato metoda je přímo 
popsána v normě pro stanovení jakosti vod. [14, 16, 17, 18] 
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( ) 0H12MoOPOHH27MoO12PO 2123432434 +→++ +−−  
Reakce vzniku 12-molybdátofosforečné kyseliny [28]. 
2.7.2 Stanovení jako vanadátomolybdátofosforečná kyselina 
Reakce fosforečnanů v prostředí minerální kyseliny, nejčastěji kyseliny dusičné nebo 
chloristé, s ionty  a  dává vznik žlutooranžové vanadátomolybdátofosforečné 
kyselině s poměrem P:V:Mo, který nejčastěji činí 1:1:11 [20], ale může být i jiný (1: n:
−
3VO
−2
4MoO
n12− , 
kde n = 1 až 5) [23]. Vybarvení je závislé na aciditě a koncentracích reagentů v roztoku. 
Při příliš nízké aciditě roztoku může dojít k žlutému vybarvení, i když fosforečnany zcela 
v roztoku chybí. Proto je nutné měřit proti slepému vzorku. Naopak při příliš vysoké aciditě 
se vanadátomolybdátofosforečná kyselina tvoří velice pomalu. Modifikace této metody jsou 
jen v koncentraci , koncentraci kyseliny a vlnové délce použité k měření. Optimální 
koncentrace minerálních kyselin, na které závisí i přesnost stanovení, je přibližně 
0,5 až 1,0 mol·l
−
3VO
-1, optimální koncentrace  je pak 0,002 mol·l−3VO
-1 a koncentrace  je 
0,01 mol·l
−2
4MoO
-1.  
Vybarvení je rychlé, stálé několik hodin a nezávislé na teplotě. Měřené spektrum je 
nejčastěji od 375 do 470 nm, kdy samotná kyselina má maximum absorbance v ultrafialové 
oblasti při vlnové délce 314 nm. 
Stejným způsobem jako u metody s kyselinou molybdátofosforečnou, lze zvýšit citlivost 
extrakcí do kyslíkatého rozpouštědla. Jsou to nejčastěji isoamylalkohol, směs butanolu 
s etherem, butylacetát nebo methylisobutylketon. 
Stanovení ruší přítomnost řady iontů a prvků, které zapřičiňují potlačení tvorby barviva 
(AsV, B, Th,  a ), redukci  na molybdenovou modř (Fe−F −Cl −24MoO
II, ), tvoří 
zákaly (Ag, Ce
−−
32
2 OS,S
IV, SnIV) nebo nesmějí být přítomné . Některé ionty 
mohou být maskovány, jako je tomu například u železa, které se maskuje fluoridy, a některé 
maskovat nelze jako jsou barevné kovové ionty a redukovadla. 
)I,MnO,OCr( 4
2
72
−−−
Tuto metodu lze použít i za přítomnosti křemíku za předpokladu, že jeho koncentrace není 
v příliš velkém nadbytku nad fosforem. Koncentrace 20 mg·l-1 Si v přítomnosti celkového 
fosforu v množství 5 mg·l-1 ve vzorku ruší přibližně 7,7% chybou oproti standardnímu 
roztoku [21]. U vyšších koncentrací křemíku je již nutné kyselinu křemičitou převést 
na inertní polymerní formu a zahřátím roztoku vzorku ji odkouřit s koncentrovanou kyselinou 
chloristou. Arseničnany tvoří zbarvení pouze asi z jedné setiny celkového zabarvení 
způsobeného přítomností fosforu.  
Použití je vhodné spíše pro relativně vysoké množství fosforu ve vzorku, protože detekční 
limit u této metody je 0,20 mg·l-1 [22]. Tato metoda má široký rozsah použití, kdy byla 
použita kromě přírodních a odpadních vod i při stanovení fosforu v oceli a železu, mědi, 
v hliníkových slitinách a slitinách s niklem a v dalších kovech. Dále to bylo využití  
při stanovení  ve fosforečných rudách, rostlinných tkáních, v tkáních ryb a rybích produktech 
nebo u organických sloučenin. [10, 16, 20, 21, 22, 23] 
2.7.3 Stanovení jako fosfomolybdenová modř  
Fosfomolybdenová modř vzniká nejčastěji redukcí žluté formy molybdátofosforečné 
kyseliny, která je pro toto stanovení nejvhodnější. Složení fosfomolybdenové modře je velmi 
složité [24]. Ale obecně se zde nachází redukovaný molybden v oxidačním čísle MoV i jeho 
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neredukovaná forma MoVI [25]. Můžeme předpokládat, že redukcí molybdátofosforečnanu  
o složení  lze získat fosfomolybdenovou modř v možném složení 
. 
−3
4012 )OMo(P
−3
40
VVI
11 )OMoMo(P
Po extrakci do organické fáze vykazuje největší absorbanci záření v rozmezí 660 
až 820 nm v závislosti na použitém redukčním činidle, protože molybden vykazuje různou 
valenci a následkem toho vznikají heteropolykyseliny fosfomolybdenové modře s různým 
maximem absorbance. Ve vodné fázi je maximum absorbance při 900 nm stejné pro všechny 
různě redukované formy heteropolykyselin. 
Redukce probíhá buď ve vodné fázi, kde vzniká produkt, který se následně extrahuje 
do organické fáze, a nebo se nejprve provede extrakce molybdátofosforečné kyseliny 
do organické fáze, jako je to u samotného stanovení přes tuto kyselinu, a zde pak dojde 
k redukci redukčním činidlem. K extrakci se používají opět kyslíkatá rozpouštědla a jejich 
směsi jako jsou butanol, isobutanol, isoamylalkohol, isooktanol a další. Nejpoužívanější jsou 
isobutanol a butanol. Extrakcí se dosáhne až destinásobného zvýšení citlivosti a navíc dojde 
k odstranění některých rušivých vlivů (CrIII, Ni, Co, Cu).  
Jako redukční činidla se používají chlorid cínatý, kyselina askorbová, síran hydrazinia, 
dihydrazid kyseliny malonové a jiná mírná redukční činidla. Dále byl popsán vliv malého 
přídavku antimonu k redukčnímu činidlu, který působí na rychlejší, intenzivnější a stabilnější 
vybarvení produktu. Mírné redukční podmínky musejí být zajištěny, aby se předešlo možné 
redukci volné kyseliny molybdenové.  
Při této metodě neruší řada prvků a iontů do určitého množství ke stanovovaným 
fosforečnanům, záleží však na použitém redukčním činidle a vzorkované matrici. Například 
při použití chloridu cínatého při stanovení v mořské vodě docházelo až k 15% chybě. Z toho 
důvodu je obecně pro toto stanovení vhodnější kyselina askorbová, která navíc umožňuje 
stálejší zbarvení. Dávkování tohoto redukovadla neprobíhá, stejně jako u chloridu cínatého, 
v rozpuštěné, ale v tuhé formě z důvodu nestálosti roztoku kyseliny askorbové. 
Z hlavních rušících iontů to jsou AsV, SiIV a GeV, které jsou schopné tvořit podobné 
kyseliny s fosforečnany. U křemíku lze použít dostatečně kyselé médium, které potlačí tento 
rušící vliv. Arseničnany lze odstranit odkouřením vzorku s HCl, HBr a HClO4. 
Při této metodě je možné stanovení 0,01 až 5,7 μg fosforečnanů na 1 ml organické fáze. 
Použití této metody je opravdu široké a je používáno v mnoha oblastech. Bylo popsáno 
při analýze ocelí, různých slitin a kovů, silikátů, skla, půdy, sedimentů, potravin, textilu,  
pitné a odpadní vody nebo říční a mořské vody. 
Dále se tato metoda osvědčila při použití průtokové analýzy FIA a CFA. [4, 14, 16, 24, 25, 
26, 27, 28, 29] 
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Obrázek 5: Absorbční spektrum fosforečnanů stanovených po redukci na fosfomolybdenovou 
modř v organickém rozpouštědle (  mg·l4,0)PO(c 34 =− -1; měřeno v 1,00 cm kyvetě proti 
slepému stanovení) [16]. 
 
Obrázek 6: Absorpční křivky molybdenové modři v závislosi na použitém redukčním činidle  
·-·-·-· redukováno chloridem cínatým, ····· redukováno kyselinou askorbovou,  
____  redukováno kyselinou askorbovou + antimonem [26]. 
2.7.4 Spektrofotometrické stanovení jako wolframátofosforečná kyselina 
V zásaditém prostředí je wolfram v oxidačním čísle  schopný reagovat s fosforem 
za vzniku wolframátofosforečné kyseliny. Absorbance wolframátofosforečné kyseliny je však 
stejná se současně vznikajícími isopolywolframany, kde maximum absorbance je 265 nm. 
VIW
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Kyselinu je však možné snadno oddělit od isopolywolframanů extrakcí kyslíkatými 
organickými rozpouštědly. Z nejvíce rušících prvků je to opět křemík, který ale nevadí, 
pokud jeho množství je maximálně v dvacetinásobném množství. 
Zásadité prostředí při tomto stanovení se zajišťuje 4 mol·l-1 roztokem NaOH a jako další 
činidlo je  použit WO3, brom a voda. Dále je roztok zahřát pro odstranění přebytečného 
bromu a zbytek bromičnanů a bromidů je odstraněn 30% H2O2. Nakonec je upraveno pH 
na hodnotu 1,6 a roztok je extrahován do amylalkoholu a organická fáze je centrifugována 
přibližně 10 min. Po té je do extraktu přidána směs vody a etanolu a je měřena absorbance 
v centimetrových kyvetách při 265 nm proti slepému vzorku. 
Detekční limit této metody je 8 mg·l-1. [30] 
2.7.5 Stanovení s použitím bazických barviv 
Anionty molybdátofosforečné kyseliny mohou tvořit iontové asociáty s bazickými 
organickými barvivy, jako jsou rhodamin B, rhodamin 6G, safranin T, malachitová zeleň, 
brilantní zeleň, krystalová violeť a jiné, v kyselém prostředí. Tyto iontové asociáty vedou 
k vytvoření extrahovatelného komplexu . Dále je možné 
tyto iontové asociáty oddělit centrifugací nebo flotací. Výhoda těchto barviv je v jejich 
vysokém absorpčním koeficientu, ale jejich nevýhodou je poměrně nízká rozpustnost 
ve vodném prostředí. Tomu se dá předejít přidáním ochranného koloidu, polyvinylalkoholu 
(PVA) nebo častěji neionogenního nebo kationogenního tenzidu, například 
N(carbaethoxypentadecyl)-trimethylammonium bromidu (Septonex®) a jiných. Mezi 
extrakční činidla patří alkoholy, jako jsou n-butanol a cyklohexanol, které jsou selektivní pro 
tyto komplexy. Dále je možné použít směs ketonů a jiných organických rozpouštědel 
jako například směsi acetofenonu s o-dichlorbenzenem nebo s n-butylacetátem v poměru 1:1, 
nebo směsi chloroformu a n-butanolu v poměru 4:1 po předchozí separaci přebytku barviva 
samotným chloroformem. 
})]OMo(P[H)(Barvivo{ 4103x3x −
+
Použití metod stanovení s bazickými barvivy je citlivější ve srovnání s metodou použití 
fosfomolybdenové modře nebo molybdátofosforečné a vanadátomolybdátofosforečné 
kyseliny. [4, 14, 17, 31, 32, 33] 
2.7.6 Stanovení s rhodaminem B a rhodaminem 6G 
2.7.6.1 Rhodamin B 
Rhodamin B tvoří, stejně jako ostatní vhodná barviva, iontové asociáty 
s molybdátofosforečnanem. Pro vytvoření komplexu rhodamin B-molybdátofosforečná 
kyselina je nutné kyselé prostředí. U této metody bylo popsáno použití HCl, kde by se její 
koncentrace měla pohybovat v rozmezí 0,4 až 2,5 mol·l-1. Bylo popsáno použití 
neionogenního tenzidu 2-dodekaoxyethanolu (Brij 35®) nebo polyvinylpyrolidinu,  
který zvyšuje citlivost celé metody. Absorbance pak byla měřena při 565 až 575 nm 
(Brij 35®), ale zároveň tento rozsah záležel na použitém tenzidu a na typu vzorku. Přítomnost 
neionogenních tenzidů zvyšuje absorbanci samotného iontového asociátu. Mimo tenzidu 
Brij 35® lze použít i jiné neionogenní tenzidy (Bion NE®, Sterox SE®, Triton X 100®  
nebo Slovasol 00100®) před tím, než absorbance opět začne klesat. 
Přebytek barviva se extrahuje do chloroformu, samotný iontový asociát se do samotného 
chloroformu neextrahuje, je proto nutné ho extrahovat do směsi chloroform a n-butanol (4:1). 
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Metoda založená na spektrofluorimetrickém stanovení byla popsána Kirgbrightem, 
Narayanaswamy a Westem [32]. Toto stanovení je poměrně selektivní a citlivé, vzhledem 
k tomu, že každý z 37 cizích rušících iontů neruší až ve stonásobném nadbytku.  
Nejvíce interferujícími ionty jsou křemičitany, které jsou tolerovatelné v dvacetinásobném 
nadbytku. Při vyšších koncentracích  je nutné je před stanovením odstranit, například 
jako těkavý SiF4. Dále významně ruší AsIII a AsV, které je nutné nejprve převést na AsIII 
pomocí dichloridu hydrazinia a následně podobně odstranit jako u křemičitanů ve formě 
těkavého AsCl3. V tomto roztoku se proměřuje intenzita maximální fluorescence při 575 nm 
s exitací při 350 nm.  
Touto metodou byla stanovena koncentrace celkového fosforu od 0,04 do 0,6 μg·l-1. 
Použití bylo aplikováno například při stanovení anorganického fosforu v krvi a moči, 
reprezentovaného fosforečnany a difosforečnany. [31, 32, 33] 
 
O
COOH
Cl(H5C2)2HN (C2H5)2N
 
 
Obrázek 7: Rhodamin B [20]. 
2.7.6.2 Rhodamin 6G 
Stanovení pomocí barviva rhodaminu 6G zahrnuje vznik iontového asociátu reakcí 
fosforečnanů s rhodaminem v přítomnosti molybdenanu. Vzniklý růžově zbarvený komplex je 
tvořen v kyselém prostředí 0,08 až 0,16 mol·l-1 kyseliny sírové. Takto připravený komplex je 
stabilní po dobu 2 hodin. Proměřované oblasti vlnových délek vykazují maximum absorbance 
při 560 nm. 
Řada jiných iontů ve vzorku neruší stejně jako u stanovení s rhodaminem B, ale opět ionty 
jako AsIII a SiIV vykazují pozitivní chybu, kterou lze eliminovat odstraněním těchto iontů 
z roztoku. Lze tak provést odkouřením v přítomnosti HCl a HF. Arsen ve formě AsV musí být 
též odstraněn a to nejprve redukcí síranem hydrazinia na AsIII a následně opět odkouřením 
s HCl. Negativní chyba byla zaznamenána v přítomnosti dusitanů . Jejich maskování lze 
provést přidáním 5% roztoku močoviny, před přidáním molybdenanu a rhodaminu 6G. 
−
2NO
Tato metoda vykazuje poměrně vysokou citlivost a dovoluje stanovit fosforečnany 
v koncentracích až 1,5 μg·l-1. Navíc je tato metoda jednoduchá, rychlá a spolehlivá. 
Požití této metody bylo aplikováno při stanovení fosforečnanů v říční, mořské a pitné 
vodě, dále v mléku, ocelích nebo v sedimentech. [34] 
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Obrázek 8: Rhodamin 6G [20]. 
2.7.7 Stanovení s malachitovou zelení 
Stanovení s použitím malachitové zeleně je podobné jako u předešlých stanovení 
s bazickýmí barvivy, kdy vzniká komplex oranžové barvy. U malachitové zeleně se mimo jiné 
ukázalo oproti jiným barvivům, jako jsou ethylenová violeť, krystalová violeť, methylenová 
modř a barvivo Victoria 4R, že hůře dochází k vysrážení a zbarvení je oproti nim nejlepší. 
V kyselém roztoku malachitová zeleň vykazuje maximální absorbanci při 620 nm. 
Vybarvování je však pomalé a může trvat až několik hodin. V přítomnosti 
molybdofosforečnanu pak je maximum absorbance při 620 nebo 650 nm. Mimo vybarvení, 
kyselé prostředí (pH 1) roztoku způsobuje tvorbu molybdofosforečnanu, které je důležité  
pro vlastní stanovení. 
Aby nedocházelo k zeslabení zbarvení měřeného roztoku, je třeba přidat stabilizátor. 
Používaný je hojně polyvinylalkohol (PVA). Pokud je PVA přidán před přidáním činidel, 
dochází k postupnému vybarvení. Přidáním PVA až nakonec po již přidaných regentech je 
vybarvení rychlejší (už po 40 min), stálé alespoň jeden den, ale přesto je absorbance nižší  
než v případě dřívějšího přidání PVA. Jako další stabilizátory mohou být použity například 
neionogenní tenzidy (Sterox SE®, Tween 20® a jiné) [35]. 
Většina iontů, jako jsou a další ruší stanovení 
fosforečnanů až v tisícinásobném nadbytku vztaženém ke koncentraci fosforečnanů. Jsou však 
i ionty jako jsou Si
−++−++
3
2223 NOneboK,Cu,Ni,Co,Fe
IV, WVI, AsV, VV a , které mohou rušit již jen svou přítomností 
a nemusejí být ani v nadbytku. Některé z nich (zejména Si
−
4ClO
IV) reagují s molybdenanem 
výrazněji než fosforečnany a způsobují tak pozitivní chybu tvorbou heteropolykyselin. Větší 
množství křemičitanů se dá odstranit okyselením vzorku a zfiltrováním přes membránový filtr 
o pórovitosti 0,45 μm. 
Tato metoda dovoluje stanovit množství fosforečnanů v rozmezí 10 až 1200 μg·l-1. 
Stanovení bylo využito například v říčních vodách. [35, 36, 37] 
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Obrázek 9: Malachitová zeleň [37]. 
2.7.8 Stanovení s krystalovou violetí  
Tato metoda je velice podobná metodě s  použitím malachitové zeleně popsané 
Altmannem [37]. Reakce u této metody je založena na vzniku nerozpustné soli modré violeti, 
konkrétně iontového asociátu krystalové violeti s 12-molybdátofosforečnanem, která je, 
díky použití ochranného činidla (PVA), udržována v roztoku v koloidním stavu. Reakce opět 
probíhá v prostředí kyseliny sírové nebo kyseliny chlorovodíkové, ale je možno i v prostředí 
kyseliny dusičné, která nepatrně zvyšuje absorbanci krystalové violeti. Iontový asociát má 
absorpční maxima při 434 a 625 nm. Měření probíhá při vlnové délce 560 nm proti slepému 
vzorku.  
Ukázalo se, že díky zahřátí na teplotu 35 °C po dobu 20 min dochází k ustálení vybarvení 
roztoku, což je až třikrát kratší doba než u jiných bazických barviv, což například může vést 
k většímu použití u automatických nebo rutinních stanovení. Díky zahřátí navíc dochází 
ke zvýšení citlivosti o přibližně 30 % ve srovnání s podobnou metodou za použití malachitové 
zeleně. 
Touto metodou lze stanovit koncentrace rozpuštěného anorganického fosforu v rozmezí 
6 až 110 μg·l-1. 
Metoda s krystalovou violetí byla popsána u stanovení malých množství fosforečnanů 
v biologických vzorcích, kde je však nutná předseparace bílkovin, stanovení fosforu 
v mnohých metalurgickýh produktech, odpadní vodě či hnojivech. [31, 38] 
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Obrázek 10: Krystalová violeť [20]. 
2.7.9 Atomová absorpční a emisní spektrofotometrie 
2.7.9.1 Atomová absorpční spektrometrie 
Pomocí atomové absorpční spektrometrie (AAS) lze z nekovů stanovit přímo pouze B, Si, 
As, Se a Te, ostatní nekovové prvky vyžadují stanovení nepřímé. To může být realizováno 
pomocí plamenové AAS (F-AAS), ale je možné využít i elektrotermicky vyhřívané grafitové 
kyvety (ET-AAS). U ET-AAS bylo pozorováno, že pokud dochází k pomalému ohřevu 
kyvety, dochází k poměrně velkým ztrátám, proto jako nejvhodnější pro poskytnutí 
reprodukovatelných výsledků se jeví co nejrychlejší zahřátí (1300 až 1400 °C) [2].  
U fosforečnanů lze stanovit jejich koncentraci nepřímo přes stanovení molybdenu 
z molybdátofosforečné kyseliny, extrahované do organického rozpouštědla z vodného 
prostředí, což eliminuje některé rušící prvky a zvyšuje citlivost. Citlivost této metody 
vykazuje 0,04 μg P na 1 ml extraktu v 2-oktanolu [39]. Bylo navrženo mnoho obměn této 
metody, využívající vesměs UV nebo viditelné záření. Jednou z nich je i stanovení vanadu 
v kyselině vanadátomolybdátofosforečné [40]. Zde se selektivně extrahuje vanad  
do methyl-isobutylketonu, který je následně stanoven plamenovou absorpční 
spektrofotometrií na plamenovém hořáku syceném oxidem dusným a acetylenem. Použití 
bylo popsáno u stanovení fosforu ve slitinách, ale stejně tak jako metoda AAS s kyselinou 
molybdenovou by mohla být použita i u vzorků vod. [2, 39, 40] 
2.7.9.2 Atomová emisní spektrometrie 
Byla popsána alternativní plamenová emisní spektrometrie (FES), která navíc nevyžaduje 
konverzi fosforu na orthofosforečnany. Principem je excitace fosforu na POH s následnou 
emisí širokého spektra s maximem při 526 nm. Excitace byla provedena pomocí plamene 
vodíkového hořáku, který byl chlazen vodou. Nejlepší citlivosti bylo dosaženo 
s dusíkovodíkovým plamenem s mezí detekce fosforu 0,2 mg·l-1. Zlepšení citlivosti bylo navíc 
popsáno s použitím ultrazvukové zmlžovací komory při 900 °C, kde mez detekce se snížila  
na 0,014 mg·l-1. Před samotným stanovením je nutné předčištění pomocí ionexů kvůli rušivým 
iontům a lze takto stanovit pouze rozpuštěné formy fosforu. 
Jako budící zdroj však lze použít i indukčně vázané plazma (ICP). Bylo popsáno spojení  
ICP-AES, kde je nutné zařazení separační techniky, kterou může být iontová kapalinová 
chromatografie, vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC) nebo i separace z roztoku  
v podobě molybdátofosforečné kyseliny.   
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Tato metoda byla použita na stanovení fosforu ve vzduchu, v přírodních vodách  
nebo v kovech. [21, 41, 42] 
2.8 Hmotnostní spektrometrie 
Využití hmotnostní spektrometrie ke stanovení fosforečnanů bylo popsáno zejména ve spojení 
s ICP, kde je však nutná ještě předseparace pomocí kapalinové chromatografie (LC)  
na obrácených fázích. Po separaci pomocí LC jsou sloučeniny fosforu detekovány on-line 
jako  pomocí ICP-MS. Byly stanovovány koncentrace 3 forem fosforečnanů, konkrétně 
,  a  a ukázalo se, že tato metoda umožňuje stanovit fosforečnany ve vzorku 
ve velice nízkých koncentracích, kde detekční limit je v rozsahu 8 až 20 ng·l
+P31
−3
4PO
−4
72OP
−5
103OP
-1. Použití  
LC-ICP-MS bylo například u vzorků podzemních vod a extraktů z půd. [43, 44] 
2.9 Chromatografické metody 
2.9.1 Iontová chromatografie 
Iontová chromatografie dovoluje stanovit fosforečnany ve vzorcích různých přírodních 
vod. U iontové chromatografie hraje významnou úlohu zařazení potlačující kolony,  
čímž se dosahuje snížení detekčního limitu.  
Jako elučních činidel se obecně používá alkalických roztoků (uhličitanové, 
hydrogenuhličitanové roztoky nebo roztoky hydroxidů) a jako stacionární fáze jsou užity 
anexy, založené na křemenných náplních, polymerních pryskyřicích  
nebo styren/divinylbenzenových kopolymerech.  
Potíže však nastávají při vyšší iontové síle roztoku, jako je tomu například u mořské vody. 
Zde pak převážně ruší rozpuštěné chloridy, které lze odstranit zařazením předkolony,  
na které jsou chloridy odstraněny slabším elučním činidlem (hydrogenuhličitanový roztok 
s nižším pH) a následně se použije silnějšího elučního činidla (vyšší pH) přímo na hlavní 
kolonu. K detekci je nejčastěji použit coulometrický nebo konduktometrický detektor  
s potlačující kolonou. Detekční limit této metody byl snížen až pod 1 μg·l-1, v závislosti 
zejména na použité stacionární a mobilní fázi a na použití potlačující kolony. 
Iontová chromatografie byla použita u stanovení fosforečnanů v přírodních sladkých  
i slaných vodách. [45, 46] 
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Obrázek 11: Zařazení předkolony a potlačující kolony při iontové chromatografii [45]. 
2.9.2 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
Při stanovení fosforečnanů pomocí HPLC je nejprve nutné odstranit nerozpustné látky, 
siřičitany a ionty kovů, pokud je to nutné. Dále dochází k separaci kapalinovou 
chromatografií, kde se jako stacionární fáze, podobně jako u iontové chromatografie, používá 
měnič aniontů a jako mobilní fáze pro izokratickou nebo gradientovou eluci se používají 
vodné roztoky solí slabých jednosytných nebo dvousytných kyselin ( ) a roztoky 
hydroxidů. Pro detekci je využit vodivostní detektor. U detekce je pak důležitá nízká 
konduktivita mobilní fáze, proto se často před tento detektor ještě zařazuje potlačující kolona, 
která snižuje konduktivitu mobilní fáze a převádí separované anionty na odpovídající kyseliny 
[47].   
−−
3
2
3 HCO,CO
Dále bylo popsáno použití HPLC na obrácených fázích, kde se využívá vzniku 
fosfomolybdenové modře, která je následně extrahována do isobutanolu. Jako stacionární fáze 
je použit SiO2 s navázaným řetězcem C-8 a jako mobilní fáze je použit aceton. Měří  
se při 700 nm pomocí UV-VIS detektoru. U této metody je možné stanovit množství 
fosforečnanů v rozmezí 1 nmol·l-1  až 100 μmol·l-1 [48].  
Použítí bylo popsáno u stanovení přírodních vod a pitné vody. 
Použití HPLC metody má výhodu zejména v nízké spotřebě vzorku (většinou od 1 μl  
do 10 ml), poměrně vysoké citlivosti, přesnosti a nabízí výhody automatizace. [47, 48, 49, 50] 
2.9.3 Kapilární elektroforéza a izotachoforéza 
Stanovení fosforečnanů pomocí kapilární elektroforézy (CE) ruší mnohdy obtížná 
kvantifikace fosforečnanových aniontů. Je to dáno adsorpcí fosforečnanových aniontů  
na stěnu křemenné kapiláry, což způsobuje špatně interpretovatelné píky na elektroforegramu. 
Pomocí CE byly stanoveny fosforečnany z různých povrchových a podzemních vod [51],  
ale celkově se CE pro vzorky přírodních vod nehodí, kvůli mnohdy dalším potřebným 
předúpravám a analýzám vzorku, i když výsledky stanovení byly srovnatelné s jinými běžně 
používanými metodami. 
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Lepší výsledky však vykazovalo on-line spojení kapilární izotachoforézy (ITP) s kapilární 
zónovovou elektroforézou (CZE), kde již předkoncentrace iontů, pomocí izotachoforézy, 
dovolovala stanovení fosforečnanů v řádech μg·l-1. [51, 52] 
2.10 Elektrochemické metody 
Byly popsány elektrochemické techniky stanovení fosforečnanů využívající selektivní 
elektrodu pro určitý ion kovu, jako je například kademnatý ion. Principem analýzy 
fosforečnanů v tomto případě je vytvoření Cd3(PO4)2 v roztoku obsahujícím  ionty. 
Výhoda tohoto stanovení je vysoká odezva a poměrně vysoká selektivita fosforečnanů  
ke kadmiu oproti jiným aniontům v roztoku, ale za předpokladu nízké koncentrace jiných 
kovových iontů. Navíc ruší přítomnost jodidů, bromidů a thiokyanatanů [53]. Proto se tato 
metoda pro použití v přírodních vodách jeví jako méně vhodná, i když za určitých podmínek 
může vykazovat dobré výsledky. Z jiných elektrod byly použity elektrody citlivé na [54] 
nebo [55], kdy tyto metody opět rušily různé ionty, zejména a  nebo  
+2Cd
+2Pb
+2Co −Cl −24SO .NO3
−
Jednou z navržených elektrochemických metod pro stanovení fosforečnanů v přírodních 
vodách byla metoda založená na enzymové elektrodě citlivé na fosforečnany [56]. Byla 
použita elektroda s enzymovou membránou s imobilizovanou nukleosid fosforylázou  
a xanthin oxidásou a amperometrická elektroda vyrobená z platiny pro detekci enzymaticky 
generovaného peroxidu vodíku. Tato metoda dovoluje stanovení fosforečnanů v rozmezí  
0,1 až 10 μmol·l-1, což stačí právě například pro kontrolu případného znečištění přírodních 
vod. Nevýhodou je u této metody nutnost dodržování určitých podmínek pro použité enzymy. 
Je to zejména sledování a udržování vhodného pH a koncentrace ostatních použitých činidel 
pro každý přítomný enzym. [53, 54, 55, 56] 
2.11 Enzymatické metody 
Další publikovanou metodou, byla metoda založená na enzymatické reakci 
glyceraldehydu-3-fosfátu s orthofosforečnanem, kdy vzniká 1,3-difosfoglycerát a dále 
glyceraldehydu-3-fosfát dehydrogenáza a oxidovaný nikotinamid dinukleotid. Redukovaná 
forma nikotinamidadenindinukleotidu (NADH) byla produkována v ekvimolárním množství 
vzhledem k orthofosforečnanům, což umožňuje nepřímé stanovení orthofosforečnanů  
ve vodách přes NADH. Stanovení NADH bylo provedeno spektrofotometricky. NADH 
absorbuje při vlnové délce 340 nm, ale kvůli absorbanci samotné vody při této vlnové délce 
bylo nutné použití činidla k převedení na tetrazolovou sůl a následně na formazan. 
Formazanové barvivo již absorbuje při 505 nm, ale bylo nutné ještě jeho stabilizování  
při pH = 4. Metoda byla použita při stanovení fosforečnanů ve vzorcích sladkých vod,  
kde tato metoda dovoluje stanovit koncentrace od 5 do 200 μg·l-1. [57] 
2.12 Automatizované metody 
Z hlediska rutinních stanovení, například v čistírnách odpadních vod, byly vyvinuty 
automatické techniky, které využívají některých výše popsaných stanovení fosforečnanů  
nebo celkového fosforu automatizovanými systémy, které minimalizují množství úkonů 
operátorem a tím urychlují stanovení za časovou jednotku. 
Mezi tyto techniky patří průtoková injekční analýza (FIA) a kontinuální průtoková analýza 
(CFA), které jsou založeny zejména na spektrofotometrických stanoveních. Normalizovanou 
metodou u FIA techniky je nástřik vzorku do proudu nosného roztoku (H2O), kde dochází 
k smísení s roztokem na bázi molybdenanu a následně vzniká kyselina molybdátofosforečná. 
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Ta je redukována například chloridem cínatým na fosfomolybdenovou modř, která je 
detekována spektrofotometrickým detektorem v rozsahu vlnových délek 700 ±  20 nm [28].  
U CFA je nejběžnější podobná reakce jako u FIA techniky, kdy se vzorek smísí s roztokem 
povrchově aktivní látky, kyselým roztokem molybdenanu a antimonu a redukuje se opět  
na molybdenovou modř, následně detekovanou fotometrickým průtokovým detektorem  
při 880 ±  10 nm [29].   
Jsou popsány i jiné detekční techniky u průtokové analýzy, jako je již zmíněná 
spektrofotometrie (UV-VIS, fluorescenční, AAS, chemiluminiscence, IR)  
nebo elektrochemické techniky (potenciometrie, voltametrie, amperometrie). [28, 29, 58] 
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3 ZÁVĚR 
Cílem této bakalářské práce bylo sestavit literární rešerši na téma stanovení fosforečnanů 
ve vodách a charakterizovat negativní vliv fosforečnanů, ale také charakterizovat 
komplikované přírodní a toxické důsledky vlivu příbuzných forem fosforu ve vodním 
prostředí.  
Samotné fosforečnany vyskytující se ve vodách nejsou nijak škodlivé. Protože však fosfor 
je jedním z biogenních prvků, může zvýšená koncentrace rozpuštěných fosforečnanů přispívat 
k masivnímu rozvoji fotosyntetizujících organismů, zejména sinic a řas. S jejich rozvojem 
souvisí řada negativních vlivů působících na životní prostředí, jako je zhoršená kvalita vody, 
produkce endotoxinů sinic a s tím spojená zdravotní rizika a nebo možné zvýšené náklady  
na úpravu povrchových vod, pokud jsou zdrojem pitné vody. 
Dále je tato práce zaměřena na metody stanovení fosforečnanů, zvláště pak  
na spektrofotometrické metody. Pozornost je věnována kyselině molybdátofosforečné a jejím 
derivátům a produktům, které jsou jedny ze základních spektrofotometrických metod,  
od kterých se mohou odvíjet další, jako je stanovení s fosfomolybdenovou modří, u které je 
její složení a struktura poměrně složitá. Ale můžeme předpokládat, že po redukci 
molybdátofosforečné kysleliny je redukovaný molybden v oxidačním čísle MoV i MoVI  
a souhrnný vzorec aniontu modři psát jako . −340
VVI
11 ]OMoMo[P
Dále je uvedena metoda s kyselinou vanadátomolybdátofosforečnou, která se hodí spíše 
pro stanovení vyšších koncentrací fosforečnanů ve vodách a metoda s kyselinou 
wolframofosforečnou. Kromě toho jsou zde zmíněna i stanovení s bazickými barvivy,  
které tvoří nejčastěji iontové asociáty s anionty molybdátofosforečné kyseliny. Stanovení 
s bazickými barvivy vykazuje vyšší citlivost, ale je často nutná stabilizace ochranným 
koloidem nebo tenzidy. Jsou zde uvedeny metody stanovení s barvivy typu rhodamin B, 
rhodamin 6G, malachitová zeleň a krystalová violeť. 
Téměř u všech uvedených spektrofotometrických metod zvyšují citlivost extrakce  
do vhodného kyslíkatého organického rozpouštědla, kde to nejčastěji bývá butanol. Naopak 
snížení citlivosti je často způsobeno přítomností některých rušících iontů, nejčastějí 
křemičitanů a arseničnanů. 
Mimo to jsou uvedeny atomová absorpční spektrometrie a atomová emisní spektrometrie. 
Pro úplnost jsou uvedeny také další metody ve spojení s hmotnostní spektrometrií, 
chromatografické metody zahrnující zejména iontovou chromatografii, HPLC, kapilární 
izotachoforézu a elektroforézu. Dále jsou zmíněny elektrochemické a enzymatické metody. 
V porovnání se spektrofotometrickými metodami jsou často tyto ostatní metody citlivější, 
zejména pak spojení LC-ICP-MS, které spolu s HPLC vykazují nejnižší detekční limity 
z uvedených metod. Avšak pro praxi a rutinní stanovení takto vysoká citlivost není často 
nutná. 
Kromě jednotlivých metod jsou zde uvedeny automatizované techniky jako průtoková 
analýza FIA a CFA, které využívají jednotlivých shora uvedených metod nebo jejich 
kombinací. 
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5 SEZNAM POUŽITÝCH POJMŮ A ZKRATEK 
CE  kapilární elektroforéza 
CFA kontinuální průtoková analýza 
CZE kapilární zónová elektroforéza 
DNA deoxyribonukleová kyselina 
ET-AAS atomová absorpční spektrometrie s elektrotermickou atomizací 
F-AAS plamenová atomová absorpční spektrometrie  
FES plamenová emisní spektrometrie 
FIA  injekční průtoková analýza   
HPLC vysokoúčinná kapalinová chromatografie  
ICP  indukčně vázané plazma 
ITP  kapilární izotachoforéza 
LC  kapalinová chromatografie  
LD50 letální dávka pro 50 % jedinců 
MS  hmotnostní spektrometrie 
NADH nikotinamidadenindinukleotid 
PVA polyvinylalkohol 
UV  ultrafialové záření  
VIS  viditelné záření 
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